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SUMMARY
Intestinal complications such as necrotising enterocolitis aix- at present main causes
of morbidity and mortality among preterm neonates, in particular very low birth
weight neonates. This topic is introduced in Chapter I Several factors are implied
in the pathogenesis of intestinal complications, including enteral feeding, intestinal
bacterial flora, and dismrbances in intestinal perfusion and oxygenatkm I lowever,
the lack of a comprehensive understanding of the underlying pathophysiologlc
mechanisms has precluded the development of effective preventive measures.
Since the risk of intestinal complications is related to the degree of pa-maturity,
it appears that intestinal complications are the final outcome of the interaction
between an immature gastrointestinal tract and potentially injurious exogenous
influences. The preterm neonate Ls exposed to the stresses of extramerine lile
ahead of time, requiring precocious adaptation of its intestinal tract and cardio-
vascular system. It is hypothesised that a failure to adapt to ihe premature- transition
from the intrauterine to the extrauterine environment predisposes the pretenn
neonate to intestinal complications.
In the first part of Chapter 2 an overview is given of the current knowledge regard-
ing the development of the human gut. Attention is addressed to the intestinal
nutritive and barrier functions, i.e.. the ability to absorb nutrients from Ingested
food, and to pa-vent invasion of potentially harmful luminal factors. In addition,
the specific nutritional management of these patients Ls summarised. The main-
tenance of the structural and functional differentiation of the developing gut
critically depends on adequate blood supply to meet the metabolic demand of the
intestinal tissue. The second part of Chapter 2 presents a review of current litera-
ture concerning the regulation of intestinal perfusion.
To obtain insight into the functional maturation of the human intestinal epithelium
and the influence of nutrition during the early postnatal period on this process,
we conducted a randomised controlled trial in preterm neonates. In Chapter 3
the nutritive and barrier functions of the intestinal epithelium were investigated
in preterm neonates of 25-32 weeks gestation. By means of a sugar absorption-
permeability test we determined passive (D-xylose) and active (3-O-methyl-D-
glucose) carrier-mediated absorption of monosaccharides as well as epithelial per-
meability (lactulose/L-rhamnose ratio) at 1, 4, 7, and 14 days after birth. Neonates
received total parenteral nutrition during the first postnatal week, and enteral nutri-
tion was initiated thereafter.
With respect to the development of intestinal nutritive function our data
showed that the ability of the intestinal epithelium to absorb monosaccharides by
passive and active carrier-mediated transport is established by 25 weeks gestation
and increases around the 30th week of gestation, independent of the presence
of enteral nutrients. Regarding the development of intestinal barrier function we
demonstrated that epithelial barrier function is attained by 25 weeks gestation.
However, the intestinal permeability increased in the course of the first postnatal
week, and restored upon the initiation of enteral feeding. This suggests that the
SUMMAIY 1 4 1
preservation of the integrity of the epithelial barrier is dependent on the presence
of luminal nutrients.
In Chapter 4 we evaluated the effects of early administration of small volumes
of enteral nutrition on the maturation of the intestinal sugar absorptive capacity
and barrier function in preterm neonates. To this end, neonates were randomly
assigned to one of two feeding protocols. Neonates in the intervention group
received 12 ml/day of human milk or preterm formula in addition to parenteral
nutrition during the first postnatal week. The control group only received par-
enteral nutrition during the first week after birth, and enteral feeding was initiated
thereafter.
Neonates in the intervention group had higher rates of active carrier-mediated
mono-sacrharidc absorption at the end of the second week as compared with the
control group. Furthermore, intestinal permeability during the first postnatal week
was lower in neonates receiving early enteral feeding. These data indicate that the
administration of small amounts of enteral feeding shortly after birth is an effec-
tive nutritional intervention to accelerate the maturation of the sugar absorptive
capacity of the intestine as well as to preserve the epithelial barrier function in very
low birth weight neonates during the early postnatal period.
In the first part of Chapter 5 a novel foetal animal model is described, which was
designed to study the microcirculation of the immature gut, as well as to investigate
the maturation of vasomotor responses of the mesenteric resistance arteries and
systemic haemodynamics in vivo during the second half of foetal development.
In the second part of Chapter 5 the response of the intestinal wall microcircu-
lation to repetitive periods of asphyxia and reoxygenation was investigated at con-
secutive stages of foetal development. A temporary impairment of the oxygen
supply followed by reoxygenation was not accompanied by an increase in leuko-
cyte-vessel wall interactions, did not lead to leukocyte accumulation in the intes-
tinal tissue, and did not induce histologic damage of the intestinal tissue. These
findings contradict common theories regarding the role of ischaemia-reperfusion
injury in the origin of necrotising enterocolitis. In contrast to the adult gut, leuko-
cyte sequestration into the intestinal tissue after episodes of hypoxia-reoxygena-
tion is not a major contributor to the initiation of injury in the immature gut.
In Chapter 6 the establishment of vasomotor regulation in the intestine during the
second half of foetal development was investigated. To this end, we studied in vivo
diameter changes in mesenteric resistance arteries, as well as changes in heart rate
and blood pressure in response to pharmacologic stimuli and to acute hypoxia in
chick foetuses between 0.6 and 0.8 of development
With respect to the development of vasodilator control we demonstrated that
a maximal vasodilator response to a variety of agents was already present at 0.6
gestation. This indicates that the vasodilator capacity of the mesenteric resistance
arteries is already established at an early stage of foetal development. Regarding
the maturation of vasoconstrictor control we showed that the adrenergic regula-
tion of the intestinal circulation is initiated at approximately 0.6 gestation, is predo-
minantly mediated by a-adrenoceptors, and strongly increases towards the end of
foetal gestation. Acute hypoxia was associated with a fall in heart rate and mean
arterial pressure, and induced a transient constriction of the mesenteric arteries
which was principally mediated by a-adrenoceptors. The magnitude of the hypoxia-
associated constriction in the intestinal circulation considerably increased during
the second half of foetal development, due to the enhancement of the a-adrenergic
constrictor capacity. The predominance of local \~as<xlilaior properties preserved
gut blood How despite a reduction in perfusion pressuav
In Chapter 7 we investigated the role of oxygen on the long-term establishment of
local vasomotor and central haeinodynamic control. To this end. we studied the
effects of prolonged exposure to hypoxia on dilator and constrictor properties of
mesenteric resistance arteries, as well as the structural and functional maturation
of perivascular sympathetic nerves, in combination with measurements of blood
pressure and heart rate in near-term chick foetuses. Chronic hyp« >\u \\ is .I»M H i.iu-d
with functional sympathetic hyperinncrvation, an increase in IIICM-IIU-I u .nu tul
tone, but no change in blood pressure and heart rate at 0.9 of foetal devel« >j)imiit.
Together, the experimental data indicate that in the young foetus vasomotor
control is established at the level of the individual organs, in ordci u > pt«-M-i \ <• tissue
oxygenation necessary for the structural and functional maturation ol ilu devel-
oping organs. At the end of foetal development, central vasomotor control takes
over, resulting in a hierarchical regulation of the circulation, whu li M-IWS to main-
tain oxygen supply to those organs which are essential to the survival ol the whole
organism. Oxygen availability to the developing foetus appears to play a critical
role in the long-term orchestration of the haeinodynamic regulation in pace with
the structural design of the cardiovascular system.
In Chapter 8 the outcomes of the clinical and experimental studies are discussed
in light of the role of intestinal and cardiovascular maturation in the precocious
adaptation to extrauterine life, as well as the implications for the pathogenesis and
potential prevention of intestinal complications in preterm neonates.
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SAMENVATTING
Darmcompücaties vormen in toeneinende mate een belangrijk probleem bij de
zorg voor te vroeg geboren baby's (premature neonaten). Een deel van deze kindc-
ren heeft milde darmproblemen, zoals moeiie met het verdragen van borst- of lles-
voeding in de ecrste weken na de geboorte. De meest ernstige darmaandoening bi|
premature neonaten is necrotiserende enterocolitis (N H > HK-IIMI ivn «.pr.ikc v.m
een ontsteking van een of meerdere gedeeltes vandedumu.' en ot dikkr il.uin. die
uiteindelijk leidt tot onherstelbare beschadiging van het darmwivKi-l M r koint
bi| 1-3 per 1000 pasgeborenen voor, en zelfs bij 6-10% van de baby's geboun voor
32 weken zwangerschapsduur Een op de drie getroffen neonaten overlijt.li ,un «.lit
ziektebeeld. De behandeling bestaat in het merendeel van de gevallen nit chirurgi-
sche verwijdering van het afgestorven darmsegmeni. Ondankseen Mi-ikc MIIHIO-
ring van de klinische zorg voor te vroeg geborenen, en met name \i >oi AVI viocg
geborenen, is NEC momenteel een van de belangrijkste dood.M>ot/.ikc.n hij deze
patienten. Ook bij de neonaten die de eerste moeilijke periode owrleven. heeft dit
ziektebeeld vaak ingrijpende complicaties op de längere termijn. IX- uitgobrvide
operatieve ingrepen op jonge leeftijd leiden niet alleen tot levcnslange lx-|>eikin-
gen van de darmfunctie, maar kunnen tevens ernstige ontwikkelingsstoornis.sen
tot gevolg hebben.
Ondanks uitgebreid onderzoek is de oorzaak van darmcomplicatk-s bij te
vroeg geborenen nog onbekend. Er wordt verondersteld dat drle factoren betrok-
ken zijn bij het ontstaan van NEC: voeding, bacterien, en stoornlssen In do blot-d-
en zuurstofvoorziening van de darm. Echter, geen van deze factoren alzoiulcrlijk
kan het ontstaan van dit ziektebeeld volledig verklaren. Het is gebleken dat de
kans op het ontwikkelen van darmcomplicaties nauw samenhangt met de mate
van vroeggeboorte. Dit wijst erop dat immaturiteit of "onrijpheid" van de dann een
centrale rol speelt in deze problematiek.
Voor de geboorte is de darm een relatief inactief orgaan, gevuld met steriel
vruchtwater. Immers, de foetus krijgt zijn voedingsstoffen via de navelstrcng direct
in het bloed toegediend. Na de geboorte verändert deze situatie op twee fronten.
Ten eerste is de baby afhankelijk van de darm voor de opname van voedingsstof-
fen uit melk. Bovendien komt de dann in contact met bacterien, via de voeding, de
moeder en de omgeving. Hierdoor worden twee belangrijke darmfuncties aange-
sproken, waarbij de darmcellen (het darmepitheel) een essentiele taak vervullen.
Enerzijds is het darmepitheel verantwoordelijk voor de opname van voedingsstof-
fen (de nutritieve functie). Anderzijds biedt de nauwe interactie tussen intacte
darmcellen bescherming tegen de invasie van schadelijke componenten uit de
darm, zoals bacterien en hun producten (de barridre functie).
Tijdens de foetale ontwikkeling wordt de darm op deze functies voorbereid.
De structurele aanleg van het maagdarmkanaal vindt plaats tijdens de eerste helft
van de zwangerschap en is reeds compleet rond de 20e week. De functionele
ontwikkeling van de darm blijkt daarentegen een stuk langzamer te verlopen en
vindt grotendeels plaats in de laatste paar maanden van de zwangerschap. Dit heeft
belangrijke consequenties in geval van vroeggeboorte. Immers, in tegenstelling tot
de normale zwangerschapsduur van 40 weken komt de te vroeg geborene in een
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eerder stadium van de ontwikkeling ter wereld. Als gevolg hiervan wordt een func-
tioneel immature darm aan de omgeving blootgesteld en worden de nutritieve en
barriere functies van de darm voortijdig vereist Het is de vraag in hoeverre de
darm hierop is voorbereid. Een onvoidoende adaputie van de premature neonaat
aan de overgang van het intrauteriene naar het extrauteriene milieu kan predispo-
nvren tot intcsiinale complicaties.
In het eerste gedeelte van dit proefschrift werd bestudeerd in hoeverre de darm
van te vroeg geboren baby's in staat is om suikers zoals glucose op te nemen (de
absorpticcapaciteit) en tcgclijkertijd de passage van mogelijk schadelijke compo-
nentcn te voorknmen (de barridre functie). Immers, een van de belangrijkste ener-
glebronnen voor de baby in borst- en flesvoeding is (melk)suiker. Bovendien werd
ondcrzocht of het mogelijk is om de ontwikkeling van deze darmfuncties te stimu-
leren d(x>r tocdiening van kleine hoeveelheden borst- of flesvoeding kort na de
geboorte, /.ogenaamde stimulatic-voeding.
Het onderzock werd uitgevoerd bi| 120 premature neonaten geboren tussen
25 en 32 weken /wangerschapsduur die waren opgenomen in de neonatale inten-
sive care unit. Door iniddcl van loling werd bepaald of de neonaten gedurende
dc eerste week na de geboorte uitsluitend voeding via een infuus kregen (late voe-
ding gniep) of infuusvocding aangevuld met 12 ml/dag borst- of flesvoeding toe-
gediend via ecu inaagsonde (vrocge voeding groep). De absorptiecapaciteit en de
doorlaalbaarhcid, ;ds maal voor de barriere functie, van de darm werden gemeten
mot Ix-hulp van een siiikerabsorpiielest op dag 1, 4, 7 en 14 na de geboorte.
De tapacileit van de darin om glucose op le nemen was laag bij neonaten
longer dan 28 weken, en steeg rond de 30e week. Vroege borst- of flesvoeding ver-
lioogde de absorptiecupaciteit. De barriere functie van de darm was reeds ontwik-
keld rond de 25e week, lichter, bij de kinderen die alleen infuusvoeding kregen,
nam de barriere funciie van de dann tijdens de eerste week na de geboorte af. Deze
alnainc werd vcx>rkomen door vroege borst- of flesvoeding.
Deze resultaten tonen aan dat vroegtijdige toediening van kleine hoeveelhe-
den borst- of flesvoeding een eenvoudige methode is om de maturatie van de
nutritieve functie van de darm te stimuleren en de barriere functie van de darm te
bevorderen bij premature neonaten.
In het tweede gedeelte van dit proefschrift werd de bloed- en zuurstofvoorziening
van de zieh ontwikkelende dann onderzocht. Immers, de ontwikkeling en instand-
houding van de dann zijn afhankclijk van een adequate toevoer van bloed en
zuurstof aan het darmweefsel. Stoornissen in de bloedvoorziening van de imma-
ture darm zijn mogelijk betrokken bij het ontstaan van darmcomplicaties bij prema-
ture neonaten. Hr wordt verondersteld dal tijdens een kortdurend zuurstofgebrek
van de baby, bijvoorbeeld gedurende de geboorte, de doorbloeding van de imma-
ture dann tijdelijk vermindert. Het tekort aan zuurstoftoevoer naar de darm en het
opt reden van een ontstekingsreactie na het herstel van de doorbloeding zouden
kunnen leiden tot een onhersielbare beschadiging van het darmweefsel.
De doorbloeding van hei darmvaatbed wordt hoofdzakelijk door twee facto-
ren bepaald: de mate waarin de aanvoerende bloedvaien openstaan (de arteriele
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diameter) en de bloeddruk. I'it onderzoek bty vohvassen dieren blijki dat de arte-
riele diameter door een groot aantal factoren wordt beinvloed. Doze factoren ver-
oorzaken ofwel een loename in de diameter (dilatatie) ofwel een ainame in de
diameter (constrictie), en leiden daardoor respectievelijk tot een toe- of ainame van
de darmdoorbloeding. Deze factoren kunnen grofweg in twee groepen worden
verdeeld. Factoren die lokaal in de darin worden geproduceerd, bljvoorbeeld in
de vaarwand en in het darmweefsel, reguleren de arteriele diameter zodanlg dat
de bloedvxxjrziening wordt aangepast aan de behoefte van «.U- il.irm /elf (Ynn.tle
factoren daarentegen coördineren de verdeling van hot Hocdvoluinc mvon «.U- \ i-r-
schillende organen en zijn belangrijk bij de handhaving van de hlooddruk. I liorux'
behoren adrenaline, dat in het bloed vrijkomt vanuit de bijnier, en (sympathische)
zenuwen rond de bloedvaten.
In tegenstelling tot de volwassen dann is het niet bekcnd hoe de doorbloeding
van de immature dann wordt gereguleerd. IX* mogelijkhoden »in deze onderwor-
pen te bestuderen in de menselijke foetus en de te vroeg geborene zijn vanwege
ethische en technische redenen zeer beperkt IXrhalve hebben wij een nieuw
experimenteel diermodel opgezet, waarbij het vaatlx-d van de darmwand en de
aanvoerende bloedvaten van de dann werden onderzocht bij kippenembryo's tij-
dens de tweede helft van de foetale ontwikkeling.
Ten eerste werd in dit model onderzcx'ht of een kondurende onderbroking van
de zuursioftoevoer aan het embryo aanlciding geeft tot een ontsteking en Ixvscha-
diging van de dann. Als maat hiervoor werd de interactie tussen de witte blood-
cellen (leukocyten) in het bloed en de vaatwand bepaakl in de kleine bloedvaten
(microcirculatie) van de darmwand. Deze experimenten tonen aan dat herhaalde
periodes van kortdurend zuurstofgebrek geen toename in leukocyt-vaatwandinter-
acües en geen beschadiging van de darm veroorzaken. Echter, behalve als onder-
deel van een ontstekingsproces, vormen leukocyt-vaatwandinteracties ook een
belangrijke component van de aspeeifieke afweer tegen bacterien. De beperkte
aanwezigheid van dergelijke interacties in de microcirculatie draagt derhalve bij tot
een verminderde barriere funetie van de immature darm.
Ten tweede werd in het kippenembryo model de regulatie van de doorbloe-
ding van de darm bestudeerd op verschillende tijdstippen van de foetale ontwikke-
ling. Hiertoe werd met behulp van een microscoop de reactie van de aanvoerende
bloedvaten van de darm gemeten op lokaal toegediende Stoffen en op een kortdu-
rende onderbreking van de zuurstoftoevoer aan het embryo. Deze experimenten
tonen aan dat in het jonge embryo het vermögen tot constrictie van de bloedva-
ten in de darm slechts beperkt is, terwijl het vermögen tot dilatatie in dit stadium
wel al volledig is ontwikkeld. Naarmate de ontwikkeling van het embryo vordert,
neemt het vermögen tot constrictie toe. Bovendien blijkt dat de doorbloeding
van de darm in eerste instantie wordt gereguleerd door lokale factoren en dat cen-
trale regulatie pas tegen het einde van de ontwikkeling gaat overheersen. Deze
balansverschuiving heeft belangrijke consequenties wanneer de zuurstoftoevoer
aan het embryo tijdelijk wordt verminderd. Het jonge embryo kan onder dergelijke
omstandigheden wel de bloedvoorziening van de darm, maar niet de bloeddruk
handhaven. Dit kan leiden tot verminderde doorbloeding van de organen die vitaal
zijn voor de overleving van het individu, zoals het hart en de hersenen, en derhalve
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tot de dood. Daarentegen is het oude embryo goed in Staat om zijn bloeddruk in
stand te houden, ofschoon dit ten koste gaat van de darmdoorbloeding.
Deze experimentele gegevens bieden nieuw inzicht in de rol van stoornissen
in de bloed- en zuurstofvoorziening in het ontstaan van darmcomplicaties bij te
vroeg geborenen. Wij denken nu dat darmschade bij premature neonaten (verge-
lijk het jonge embryo) niet primair wordt veroorzaakt door een lokale stoornis in
de bloed- en zuurstofvoorziening van de darm, maar dat darmcomplicaties bij deze
kinderen een lokaal gevolg zijn van een algeheel onvermogen tot adequate regula-
tie van de bloeddruk.
Met het oog op het groeiende aantal zeer vroeg geborenen en de toenemende
overlevingskansen van deze kinderen zullen darmcomplicaties in de toekomst naar
verwachting een steeds groter probleem worden op de neonatale intensive care
unit. De ernst van deze aandoeningen onderstreept de noodzaak tot fundamenteel
wetenschappeli|k en klinisch onderzock naar de verdere onrwikkeling van preven-
tieve maatregelen en nieuwe behandelingsinethoden.
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